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Projekt: Methode voo r het aantonen en bepalen van conserveermiddelen 
en desinfectiemiddelen. 
Onden-1erp: De bepaling van na tamyd.ne in kaas op residu-niveau m.b.v. 
HPLC. 
Doel: 
Ontwikkelen en testen van een snelle methode voor de bepaling van 
natamycine in kaas op lage niveau's. 
Samenvatting en conclusie: 
Een vroeger ont~v:l. kkelf\e en ook gevoelige HPLC methode bleek niet zo 
goed reproduceerbaar te zijn . Door een methanol extract van de kaas 
aan koeling met vloeibare stikstof te onden-1er.pen werd een gezuiverd 
extract verkregen dat na verdere concentratie, centrifugering en 
filtratie zonder problemen geinjecteerd kon ~vorden op het HPLC 
systeem. Detectiegrens ligt beneden de 0,05 rug/kg kaas. Reeoverles 
zijn ca 100%. Deze methode is vooral ontworpen om de doordringing van 
de natamycine in de kaas te bepalen. 
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Inleiding 
Natamycine (pymaricine) is een antibioticum tegen schimmels. Het \olordt 
gebruikt in de geneeskund e , in kleine mate in de diergeneeskunde, maar de 
laats t e jaren ook als schimmel\o~erend middel in kaas- en \olOrstsoorten. Ook 
zijn er voorstellen tot gebruik en toepassingen bij hammen , \olijnen (1) 
e.d. 
Doordat de vorming van schimme ls \olürd t tegengegaan is de kans op mycotoxine 
produktie verlaagd, tenrrjl het uiterlijk van de kaas daardoor verbeterd 
\vordt. Bovendien \vordt de smaak van het produkt niet aangetast. Vooral Hat 
dit laatste betreft h e bben andere conserveermiddelen (sorbinezuur) niet 
helemaal aan de ven1achtingen voldaan (2). In Nederland is het gebruik van 
natamycine op kaas toegestaan. 
Binnen de EEG is een rapport van het \ole tenschappelijk comité voor de men-
selijke voeding over natamycine uitgebracht (oktober 1979) met daarin o . a . 
de eis dat het residu van natamycine in kaas per vierkante decimeter niet 
meer dan 1 mg mag bedragen, en dat natamycine op een diepte beneden de 5 
mm niet meer aantoonbaar mag zi jn. 
Men mag veno1achten dat de natamycineconcentratie in de kaas afneemt met 
toenemende afstand tot d e kaaskorst, t enminste wanneer de natamycine op de 
buitenkant van de kaas is aangebracht. Dit gegeven en een tolerantie 
uitgedrukt in mg per oppervlakte eenheid brengt toch \olel enkele problemen 
met zich mee. 
De detectiegrens van de analyse \vordt heinvloed door de hoeveelheid in 
bewerking genomen monster, door de absolute gevoeligheid van het detectie-
systeem en door de invloed van de matrix op de absolute gevoeligheid . De t\vee 
laatste factoren heinvloeden de signaal/ruis verhouding. 
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De tolerantie in rog/dm2 zou in eerste instantie uitnodigen tot het analy-
seren , bij een gegeven kaas oppervlak, van een dikke kaasplak om alle, 
eventueel aam~ezige natamycine te extraheren en te bepalen. Echter hoe 
dikker de in be\~erking genomen kaaslaag, hoe lager de r elatieve bijdrage 
aan nataroycine resp . hoe hoger de relatieve bijdrage aan matrix effecten . 
Alleen in het geval men matrix storingen volledig zou kunnen uitschakelen 
speelt de dikte van de kaasplak geen rol. In het geval men vanaf een 
bepaalde afstand onder de kaaskorst geen natamycine meer mag aantonen is 
het zaak op die afstand een zo dun mogelijke l aag te verzamelen met een 
zeer groot oppervlak. 
Deze twe e manieren van aanpak zullen resulteren in een detectiegrens die 
onderling behoorlijk af\njkend kunnen zijn, ongeacht of men de grens 
uitdrukt in mg/dm2 of mg/kg kaas . 
Als \re het soortelijk geHicht van kaas op 1,1 g/cm3 stellen kan de detec-
tiegrens in mg/kg kaas makkelijk naar mg/dm2 kaas omgerekend Horden, door 
het gehalte in rog/kg te vermenigvuldigen met: 1,l.d.1o-2 , \~arin d de 
kaasplakdikte in mm is. 
Door Frede (3) \~orden een aantal analyse mogelijkheden voor natamycine in 
kaas aangegeve n. De statische spectroscopische D.V. - me thode zou zonder 
matrix storingen een detec tiegrens in de orde van 0,01 rng/dm2 bereiken bij 
een laagdikte van 2 - 3 mm. Als deze als screening bedoelde D.V. - me thode 
een verdacht monster zou signaleren dan zou een chromatografische techniek 
nodig zijn voo r confi rmatie en quantificatie. Om me t HPLC een zelfde detec -
tiegrens te bereiken moes t Frede zijn oors pronkelijk ext ract ten minste 10x 
concentreren. De dan door Frede met HPLC serealiseerde de tectiegr ens (naar 
kaas omgerekend ca. 0,5 mg/kg kaas ) is o.i. niet voldoende om de af \•.lezig-
he id in een bepaald deel der kaas aan te tonen (EEG e is). H.a.u. de con-
centrering zou veel groter moeten zijn. 
Echter een enkel experiment , conform het voorschrift van Frede, maakt 
duidelijk dat een zuiverings t a p noodza kelijk zou zi jn om matrix storingen 
t e venrijderen en zo het gewenste doel nl. een detektiegrens lager dan 0 , 1 
mg/kg , t e bereiken. 
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Experimenten 
Allereerst 'verd getracht de HPLC bepaling met alleen natamycine na te 
,.,erken op een Nucleosil 10 RP 18 kolom. Echter natamycine was in het 
systeem methanol-,~ater niet van deze kolom te elueren. Op een Lichrosorb 
10 RP 8 kolom daarentegen (3) Herd een goede retentie verkregen met als 
eluens methanol-,~ater (60-40), echter de piek vertoonde nogal staart-
vorming. Door toevoeging van 5% ijsazijn (l1) v..>erd een symetrische piek 
verkregen. 
Om een lage detectiegrens onder de 1 mg/kg kaas t e bereiken moest het 
extrakt gezuiverd \vorden. Een in de zuivel bekende procedure is het klaren 
met Carrez I en II oplossingen, waardoor eiwitten ven'lijderd kunnen '"orden 
uit het methanolisch extract (5). Na enkele experimenten ,.1erd tot 
onderstaande methode besloten. 
Snij het kaasmonster fijn. Breng 20 gram van het monster (he t hiermee 
overeenkomend kaasoppervlak moet bekend zijn) in een hoog bekerglas van 300 
rol. Voeg toe 10 rol wate r en na 15 minuten L10 rol methanol. Ha eereer dit 
mengsel gedurende 2 ~ 3 minuten met een Ultra-Turrax. Voeg achtereenvolgens 
1 ml Carrez I en 1 rol Carrez II oplossing toe, schud krachtig en verdun na 
ca. 30 min. met 40 ml methanol, '"aarna het mengsel gecentrifugeerd wordt 
bij 3000 toeren per minuut. Filtreer de bove nstaande vloeistoflaag af en 
concentreer hiervan 25 ml aan de roterende vacuumverdamper bij een tem-
peratuur van 40°C tot een volume kleiner dan 5 ml. Vul dit aan tot 5,0 ml 
met methanol en centrifugeer gedurende 10 min. Van de bovenstaande 
vloeistof \'lOrdt een aliquot gefiltreerd d.m.v. een 2 ~pm filter (millipore) 
,.,aarna 40 pl van het heldere extract geinjecteerd Hordt in de 
vloeistofchromatograaf. 
De reeoverles ,,•aren tijdens de eerste experimenten goed ( > 80%). De detec-
tiegrens lag in de orde van 0,2 mg/kg kaas. Er Herd eemnaal meegedaan aan 
een vergelijkend onderzoek van gemalen gemengde kaaskorst (6) '"aarbij de 
analysemethode zelf gekozen kon Horden. Op het 20 mg/kg niveau Herden 
overeenstemmende resultaten verkregen t.o.v. de spectroscopische D.V.-
methode. Op het niveau van ca 150 mg/kg ,.;erden met de HPLC methode duide-
lijk hogere Haarden gevonden. 
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Echter toen op een gegeven ogenblik nagegaan moest ,.,orden op welke manier 
natamycine fabrieksmatig het beste op de kaas aangebracht kon '"orden (7) en 
er monsters seriematig geanalyseerd moesten Horden bleek toch dat de reco-
very van aan kaas toegevoegde n a tamycine grote spreiding vertoonde. Ander-
zijds 1...erden zo1vcü de HPLC als de statische U.V.-methode intern onderling 
vergeleken door fabrieksmatig met natamycine behandelde kaas met be ide 
methoden te onderzoek. Deze metingen 1verden uitgevoerd op niveaus tussen 10 
en 50 mg/kg. Over het algemeen ,.,aren de HPLC resultaten hoger, m.a.,.,. met 
praktij lononsters ,.,aren blijkbaar geen problemen met een slechte recovery. 
Een ander idee (8) was het methanol extract te koelen bijvoorbeeld in de 
diepvriezer, waarbij inderdaad een neerslag ontstaat dat door centrifugeren 
en filtratie te venTijde ren is. Aangezien wij de beschikking hadden over 
vloeibare stikstof 1<1erd dit gebruikt om het extract drastisch t e koelen tot 
bevriezen toe. 
Een uitvoerige beschrijving is in bijgaand voorschrift gegeven. Deze 
methode is (o.a. door de beschikbaarheid van vloeibare N2) sneller dan de 
methode met Carrez klaring. 
Om een indruk te krijgen over de herhaalbaarheid van de methode lverden 
enkele kazen gebruikt die met natamycine behandeld Haren. Voldoende 
kaaskorst materiaal Herd verzameld en door langdurig malen gehomogeniseerd 
om op t1vee besmettingsniveau' s metingen te verrichten e n ,.,e l op het 10 
rog/kg en ca. 0,5 mg/kg niveau (zie ook fig . 1). 
In tabel I staan de resultaten vermeld . 
Het deze methoden zijn ook enkele (n=10) recovery experimenten in de tijd 
uitgevoerd door aan fabrieksmatig behandelde kaas 1 mg/kg toe t e voegen. 
Gemiddeld recovery 107%, standaarddevia tie '• , 6%. Ofschoon het aantal experi-
menten nog beperkt is in een korte tijd uitgevoerd 1<1erd . Anderzijds is he t 
met deze gevoelige methode mogelijk de afwezigheid van natamycine plausibel 
t e maken van af ca . 0,05 rog/kg. 
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Tabel 1. 
Reproduceerbaarheld van het natamycine gehalte in kaas op het 10 mg/kg 
en het 0,5 mg/kg niveau. 
Gehalte aan natamycine in mg/kg 
niveau ca. 10 mg/kg 
10,7 
11,8 
11,9 
11,3 
11 ,o 
12,2 
10.9 
10,1 
9,9 
10,8 
gemiddeld gehalte 11,1 rug/kg 
variatie coefficient 7 % 
Vl.S 
gehalte aan natamycine in mg/kg 
niveau 0,5 mg/kg 
0,37 
0,29 
0,36 
0 , 35 
0,32 
0,39 
0,30 
0,34 
0,38 
0,37 
0 , 35 mg/kg 
11% 
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Extra.kt van fabdeksmatig besmette kaas, natamycine gehalte 0,3 mg/kg • 
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